レジブフォゲニンはヒト悪性腫瘍において、サイクリンD1のプロテアソーム分解を介してG1期細胞周期停止を誘導する。 by 市川 雅美
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ヒト大腸癌細胞 HT-29に対して,DMSOに溶解したレジブフォゲニンを,0.1,0.5,1,2,34,および 5 
Mの濃度で 1,2および 3日の間培養した後に,生細胞数を測定した.その結果,レジブフォゲニン 2 
M以上の濃度で 2および 3日間培養した場合,それらの生細胞数は DMSOで処理した細胞数に比べ有
意に少なかったことから,レジブフォゲニンは 2 M以上の濃度で細胞増殖抑制効果を有することが
認められた.次に,レジブフォゲニンの細胞死誘導効果を同様の処理条件で解析したが,生存率の顕




ーターを使って解析した. レジブフォゲニン 24時間処理において,細胞増殖抑制の認められた 2 
M以上の濃度で,細胞周期の G1期の有意な増加と S期の減少が認められた.また,血清飢餓により 





 細胞周期の G1期から S期への進行は,RBタンパク質がリン酸化され不活性化されることによって
生じる.私たちは RBタンパク質のリン酸化と RBタンパク質のリン酸化に関与する分子の中でもサイ
クリン D1に着目し,レジブフォゲニンのそれらタンパク質への発現の影響をウェスタンブロット法
で解析した.0.1 Mから 5 Mのレジブフォゲニン濃度で 24時間処理を行ったところ,細胞増殖抑制
と G1期停止の認められた 2 M以上の濃度において,RBタンパク質の Ser780と Ser807/811の脱リン酸化
とサイクリン D1タンパク質の減少が認められた.次に,レジブフォゲニン 5 Mで 1,2,3,6,9および
24時間処理した場合の RBタンパク質の Ser780と Ser807/811のリン酸化状態とサイクリン D1タンパク
質の発現をウェスタンブロット法で解析した.その結果,サイクリン D1タンパク質はレジブフォゲ
ニン処理後 3時間目から減少が認められ,RBタンパク質の Ser780と Ser807/811はレジブフォゲニン処理
後 6時間目から脱リン酸化が生じていた.これらのことから,RBタンパク質の脱リン酸化は,先行す
るサイクリン D1タンパク質の減少によるものではないかと考えられた.  
レジブフォゲニンによるサイクリン D1 mRNA発現の減少は認められなかったことから,レジブフ
ォゲニンによるサイクリン D1 タンパク質の減少は,タンパク質の安定性の低下によるものと考えた.
そこでプロテアソーム阻害剤である MG132を使って,レジブフォゲニンによるサイクリン D1タンパ
ク質の発現への影響をウェスタンブロット法で解析した.その結果,レジブフォゲニンによるサイク
リン D1タンパク質の発現減少は,MG132の添加によって回復した.このことから,レジブフォゲニン
はサイクリン D1タンパク質のプロテアソーム分解を促進することで,サイクリン D1タンパク質の減
少を起こしていると考えられた.また,サイクリン D1タンパク質のプロテアソーム分解を誘導する
には,グリコーゲン合成酵素キナーゼ 3(GSK-3)によるサイクリン D1タンパク質のリン酸化が寄与
することが報告されていることから,GSK-3阻害剤である SB216763を使ってレジブフォゲニンによ
るサイクリン D1タンパク質の発現への影響をウェスタンブロット法で解析した.その結果,レジブ
フォゲニンによるサイクリン D1タンパク質の発現減少は,SB216763の添加によっても回復すること
が認められた.これらのことから,レジブフォゲニンは GSK-3依存的にサイクリン D1の分解を誘導
すると考えられた. 
以上の結果から,レジブフォゲニンは GSK-3を活性化することにより,サイクリン D1タンパク質
のプロテアソームによる分解を促進し,サイクリン D1タンパク質の発現を減少させる.そして,その
サイクリン D1タンパク質の減少により RBタンパク質が脱リン酸化し再活性化されることで,細胞周
期が G1期で停止し,その結果,細胞増殖抑制に至ると考えられる.したがって,レジブフォゲニンはサ
イクリン D1が過剰発現している悪性腫瘍に対して有効な治療薬として開発していく価値があると考
える. 
